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Ⅰ　 研究の成果　　(1000字程度) (図表 も含 めて分か りやす く記入 の こ と)
　セ ンサー 蛋 白質 は標的分 子 と結 合す る認 識部位 と、シ グナル を発 生す る領域 か ら構 成 され る。
現在は この認識 部位 として応用可 能な 、任意 の リガ ン ド(測定 対象分 子)に 対 す る認識 能 を持 つ
抗体可変領域VH，VL作製 のための ライ ブラ リ構築 を試 みてい る。 この ライ ブ ラ リは当 グル ープ
にて発見 され たオー プンサ ン ドイ ッチ(OS)免疫測 定法 に容 易 に応 用 でき る よ う設計 した。
　オー プンサン ドイ ッチ 法 は、抗 体可変領 域VH／VL間相 互作用 が抗原 に よ り強 ま るこ とを抗原
濃度測定 に応用 した もの で あ り、2種類 の抗 体 を用 い るサン ドイ ッチ法 に比 べ ステ ップ数 が 少 な
く高速 な測 定が可能 であ ること、また通 常は競合法 で しか測定 でき ない小分 子抗原 を よ り高感 度
に測定す る ことがで きる な どの利 点 があ る。本研 究では 目的抗原 に対 して選 択 され た一本 鎖 抗体
発現ベ クターを、煩雑 な遣伝子操 作 な しにVH，VLが別 々の分子 に提示 され たOS型 ベ クター に変
換でき るライ ブ ラ リの作製 を試み てい る。
　本 ス ク リーニ ング系 は、scFv型ア クセ プ ターベ ク ター ライ ブラ リ(scFv／pMK)と、選 択 され た
scFv／pMKプラス ミ ドをOS型 発 現ベ ク ターに変 換す るた めの ドナーベ ク ターOS／pMIから成
る。scFv／pMKはVH，VLをつ な ぐ リンカー の両端 に具 な るloxPサ イ トが配置 され てお り、
OS／pMIにはloxPサイ ト間 にVL固 定化の ための融合 パー トナーで あ るmaltose bindng protein
(MBP)、OmpAシグナル 配列 を コー ドす る配 列が組 み込 まれ ている。LoxPサイ トはP1 phage
の持つCre recombinaseが認 識す る34bpの 配 列で あ り、13bpの 回文配 列2つ とそ れ らの間
に存在す るスペ ー サー 配列8bpか らなる。 スペ ーサ ー の8bpが 異 な る変 異体 が 存在 し、Cre
recombinaseによ り異 な るloxPサイ ト間の配列 を組 換 えるこ とがで きる(Cre／loxP system)。こ
の システ ムを用 いてscFv／pMKとOS／pMIのLoxP間配列 を組換 える と、VL-MBP、VH-phage
と抗体可 変領域 が それ ぞれ別 の分子 に提 示す るベ クターOS／PMKが簡便 に作製 で きる(Fig.1)。
　現在まで に、す でにオ ープ ンサ ン ドイ ッチ原 理へ の応用 が確 立 され てい るニ ワ トリ卵 白 リゾチ
ー ム(HEL)に対 す る抗 体(HyHEL10)をコ
ン トロール として 、scFv内で2っ のLoxP
サ イ ト由来 のペ プ チ ドが リン カー と して
機 能 し う る こ と 、 ま たscFv／PMKと
OS／pMI間でCre／loxP systemによる組換
え が 起 こ る こ と を 確 認 し た 。 今 後 は
scFv／pMKのscFv部分 をライブ ラ リ化す
ること、また組換 え効率の 向上の ための条
件検討 を してい く予定で ある。 この系の確
立によ り、オー プ ンサ ン ドイ ッチ 法に適 し
た任 意 抗原 に対 す る抗 体 を従 来 よ り容 易
に取得 でき、また センサー蛋 白質 の リガ ン
ド認 識部位 と しての活用 が期待 され る。 Fig. 1•@Structure of vectors


